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論文内 容の要 1::. Eヨ
α・アミラーゼは一般に Ca2十を結合しそれが活性発現に重要な役割を果しているといわれているロ
バクテリア αーアミラーゼ、は，細菌産生酵素の特性とも考えられるが ， -s・s-結合を含まないという点で
他の α・アミラーゼと異なっている。従って，この分子の高次構造は非共有結合のみによって保持され
ている訳である。乙のような点から，バクテリア αーアミラーゼの高次構造の安定性，変性とその可
逆性およびそれらと結合 Ca2十との関連性などについて，主に物理化学的な測定法を用いて調べた口
このすミラーゼは Ca2寸が含まれている場合， pH4 から 11.5--12の領域まで native な高次構造や
活性を可逆的に保つことができる。まず分子のもっている解離基の挙動に注目してみる口チロシン残
基 (Tyr) の OH 基の pH 1 1. 5 までに正常に解離する数は24残基中僅か 7 残基にすぎず，その他は
更に高い pH 領域で分子の unfolding とともに解離をはじめる D 一方，酸性 pH領域では，イミダゾ
-}レ基の解離やカノレボキシレート基の protonation に異常性がみられた。例えば， pH 3.5 で放置する
と異常な-COO- (17個)が次々と protonate されはじめ，それと同時に Tyr やトリプトファン (Try)
による紫外吸収スペクト lレの blue shift がお乙りはじめる。これは異常-COO- 基が protonate され
はじめるとともに高次構造が unfold しはじめることを示している口乙の現象は， 異常解離する Tyr
の OH 基と -COO- の聞に水素結合ができて高次構造の安定化に寄与しており，乙れの切断が分子
の unfolding につながると考える乙ともできる。とのような水素結合に関係している Tyr は少なくと
も分子表面の近傍に存在していると思われるが，種々の有機溶媒を添加しておこる紫外吸収スペクト
ノレの溶媒効果からは溶媒と接する状態にある Tyr や Try は各々 24残基中 10-12 ， 15残基中 5 残基で
あると推定せられた。 Tyr の 10-12残基から正常解離する数を引けば，異常解離し，しかも溶媒と接
しうる状態の残基数は異常 COO- の数にくらべ非常に少なし」この点から上記の水素結合の可能性
は少ないと考えられた。おそらく，異常解離する Tyr の大部分はその側鎖の強い疎水性から分子内で
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hydrophobic bond の形成に寄与していると思われ，一方，異常 COO は分子表面で正荷電の残基
と静電的な相互作用をしていると考えるのが妥当であろう。分子表面が全般的に親水基でお〉われ，
反対荷電をもっ解離基間で静電的な相互作用があることは hydrophobic bond を弱める効果の大きい
有機溶媒中でアミラーゼが沈澱し易いこと，イオン性界面活性剤の影響をうけ難いことなどからも予
想される D
酸変性の研究から酸による分子の unfolding は完全でなく，一部もとの構造が残っていることがわ
かった。しかし， pH を中性にもどしても著しい活性の回復は認められない。 この不可逆性は分子内
にふS 結合を含んでいないためと考えられた。しかし， EDTA を含む尿素中でアミラーゼはほ Y完
全に変性するが，尿素を除いたり稀釈したりすると活性が良い効率で回復することがわかった。回
復率はアミラーゼ濃度や pH に著しく依存する。活性を回復したアミラーゼは Tyr 残基の解離の異
常性も回復しており，もとの高次構造が再形成されていることを示している。この結果は，完全に
u叶üld した分子鎖が適当な条件下では分子内の非共有結合のみで活性をもった高次構造を充分にっく
りあげることができることを示しているとともに，蛋自分子の高次構造が構成アミノ酸の性質と配ダIj
順序によって決められるという考えをも支持するものである。
この様に立体構造が組立られて行く過程で，又その構造の保持のうえで Ca2寸はどんな役割を果し
ているのであろうか。 Ca2寸を電気透析で完全に除いたアミラーゼについてその高次構造， Ca2+ の結
合力や様式について調べた。 Ca2寸除去アミラーゼは非常に外囲の変化に敏感で安定領域はせばめら
れているが ， Ca を含んでいる場合 (native) と同様な立体構造を保っていることが物理化学的に確認
せられた。このアミラーゼが native アミラーゼと同様な活性と構造の安定性を回復するためには溶
液中に 4，._，5 gr. atom/mole の Ca2十を必要とする。透析平衡実験から分子上には静電的に作用し合
わない位置にほ r結合力の等しい 3 個所の Ca2十結合サイトがあること，結合常数は 1 ,._ 2 X 106 で
EDTA の pH 6.5 での Ca とのみかけのキレート生成常数 (6 X 10-6 ) に近いことがわかった。結
合の熱力学的パラメーターから Ca2十の結合は静電的なものであることが示唆され，立体的に Ca 特
異的なサイトを形成している Group の一つはカノレボキシノレ基であることが明らかとなった。乙のサ
イトは尿素によって分子の高次構造がこわれると同時に失われるが， なお変性状態でも弱い Ca2寸の
結合が認められた口以上の結果から，高次構造の形成過程での Ca2十の役割について推論を試みた。
論文の審査結果の要旨
蛋白質を変性して完全にその空間構造をこわすと，元の状態には戻りにくい口変性が可逆的なもの
は分子内に多くの-s-s・架橋のあるものに限られるように考えられていた。今西君は分子内に-s-s-架
橋のない枯草菌の・αーアミラーゼを用い，しかも沈降，粘度，旋光分散，紫外差スペクトノレなどの物
理化学的方法を駆使して，分子が完全に糸まり状となったことをたしかめた変性蛋白質から元の未変
性状態の蛋白質分子に戻すことができる乙とを示した。
論文は 5 部よりなり，第 I 報ではアノレカリ領域における変性と尿素変性を取扱っている o pH をあ
げて 1 1. 5に達するまでにその全フェノーjレ性 OH のは30%だけが可逆的に滴定せられ，分子はわず
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かに膨張するにすぎない。それより高い pH で残部のフェノーノレ性 OH が滴定せられ分子はほどけ
て酵素活性が失われる。このように乙の酵素は強アルカリ性でもかなり安定である口尿素変性の枯草
菌アミラーゼは変性剤の除去または稀釈による変性剤濃度の低下により酵素活性を回復する。第 2 報
ではこの変性過程における沈降定数，固有粘度，旋光分散定数等の測定結果についての結果より未変
性状態の分子への復元は溶液の pH，タンパク質の濃度，溶液のイオン強度などを適当にして分子聞
の会合をさけつつ，生物活性のある環境へ変性蛋白質分子を移行させることが必須であることを明ら
かにした。このようにして変性に際し分子が化学的に修飾をうけない限り変性蛋白質を元へ戻すこと
が可能であることがわかった。第 3 部では酸変性の結果を論じ， pH4 以下の protonation のおこっ
た状態ではさらに尿素を加えて変性させても溶媒の接近しえない残基が存在し，旋光分散の結果は若
干のラセン構造の残存することが示唆されたD 第 4報では蛋白質に対するアニオン性・カチオン性お
よび非イオン性の界面活性剤の作用を調べており，界面活性剤は変性剤としてきわめて強力なもので
あるに拘らず，部分的にはかえって αーラセンなどの二次構造がつくられる乙とを旋光分散の結果よ
り推論した。この αーラセン形成の度合は pH に依存するが，イオン性界面活性剤では極端な酸性や
極端なアノレカリ性のところでも α・ラセンは形成せられる D このとき αーラセンは界面活性剤によって
つくられる疎水性の組織中につくられる。界面活性剤による αーラセン形成の促進は Bence Jone 蛋白
についても認められる。最後に第 5 報において，乙のような分子内架橋のない長鎖分子である枯草菌
-α・アミラーゼが固有の調密な構造を安定化するのにカルシウムが大きい役割を果していることを述
べている。電気透析によって完全にカノレシウムを除去した蛋白質とカノレシウム塩溶液との透析平衡に
よってこの酵素に対する結合定数を求め，その温度変化から熱力学パラメーターを決定し，結合によ
るエンタノレピ一変化が小さく，エントロピ一変化の大きいために安定化がもたらされる乙とを明らか
にした。
以上今西君の研究は，分子内架橋結合のない蛋自分子の変性の可逆性を分子の諸定数の測定によっ
て空間構造変化を検討した研究として，先駆的な研究であって，蛋白質の物理化学に貢献するところ
は大きい。 15篇にのぼる参考論文をあわせ考えるとき，理学博士の学位論文として十分価値があるも
のと認める。
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